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Nazev prace:
Novy chimericky antigenni receptor (CAR) pro terapii infekce lidskym
cytomegalovirem (HCMV)

Cile prace

Konstrukce chimérického antigenniho receptoru proti glykoproteinu gB lidského
cytomegaloviru a ovéteni, zdali je funkéni (in vitro).

Konstrukce plasmidu nesouciho gBCAR

Ovéreni exprese gBCAR v tranfekovanych bunéénych linii

Zavedeni postupu ptipravy lentivirti a transdukce T lymfocyt

Ovéteni povrchové exprese gBCAR v transdukovanych T lymfocytech

Ptiprava cilovych bunék pro testovani funkénosti gBCAR

Ovéteni schopnosti gBCAR stimulovat modifikované T lymfocyty k produkci INFy
Vv pfitomnosti cilovych bunck

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 116 + prilohy

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova ~ ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni piehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumiteln¢? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Literarni pichled je zpracovan peclivé a vystizné na 10 stranach s kvalitni obrazovou
dokumentaci.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  ANO
Kolik metod bylo pouZzito?

Metody jsou v diplomové praci popsany na 30 stranach. Zahrnuji konstrukce plasmidi a
lentivirovych vektort, klonovani, prace s lidskymi bunéénymi kulturami,

transdukce lentiviry, infekce bunék virem HCMV, Barveni bun¢k a FACS analyzy, ELISA
testy pro detekce interferonu, DNA a proteinové analyzy.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Autorka vénovala kapitole Material a Metody velkou pozornost. Popsala je velmi podrobné




(v€etné obrazkil a popisu ptistroji), takze mohou slouzit jako manudl pro dalsi
spolupracovniky. V praci oddélila (a rovnéz popsala) metody a postupy, které sama
nevykonavala.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentt k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO
Diskuse je rozsahla, velmi podrobna a kvalitni.

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feseni problematiky?  ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO  Autorka navic prezentovala experimentalni plany do budoucna

Formalni droven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Obrazova dokumentace i celkové zpracovani jsou po formalni strance na vysoké trovni. Cela
prace je sepsana velmi pec¢livé. Preklept a chyb je v praci minimalni mnozstvi.

Citace jsou uvadény jednotné (s vyjimkou citace vlastni bakalarské prace, kde je na rozdil od
ostatnich citaci autorka uvedena plnym kiestnim jménem.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Diplomova prace Marie Kroutilové byla vypracovana v Ustavu Hematologie a Krevni
Transfuze pod vedenim Dr. Sarky Némec&kové. Je soudasti hledani novych piistupi k 16¢bé
reaktivace HCMV u pacienti, ktefi prodélali transplantaci krvetvornych bungk. Reseny
projekt je velmi aktualni. Terapie lymfocyty nesoucimi chimericky antigenni receptor se jiz
uplatfiuje v nadorové terapii. Vyvoj této terapie v potlacovani infekci nékterych lidskych
virovych patogent je slibny avSak prozatim v zaatcich.

Cile prace byly naro¢né avSak jasné definované. Postupy Kk jejich splnéni byly dobie volené
a experimentalni praci autorky také vSechny naplnény, ptestoze se diplomantka potykala

s mnohymi potizemi, napf. pti hledani protilatky pro detekci gBCAR na povrchu bunék nebo
S pouzitim piggyBac transpozonového systému. Prace je psana velmi peclivé a peclivé jsou
provedeny i pokusy.

Kapitola diskuse je velmi podrobna a hodnotna. Autorka se v ni dotkla prakticky vSech
otazek a problému s praci spojenych, vyslovuje fadu hypotéz. Prokazuje téz velké znalosti
literatury publikované v tomto oboru (Gerpala z vice nez 100 citaci).

Praci povazuji za velmi kvalitni.

Otazky a pripominky oponenta:

Obr. 12 slouzi k ,,ovéfeni kvality izolovanych fragmentii*. Ctenat musi kvalité pouze véFit
(ostatné projevila se i uspé$nym klonovanim), protoze fragment dlouhy 771 bp neni na obr.
témer vidét.

V kapitole vysledkd 5.9., tykajici se funkéniho testu T lymfocytd nesoucich chimericky
antigenni receptor proti gB (gB CAR) jsou popsany pokusy (inkubace T lymfocytl




nesoucich gB CAR s burnikami infikovanymi HCMV  a nasledné uréeni koncentrace IFNy v
mediu), ale postradam néjaky slovni komentat grafu s interpreta¢nim zavérem.

Obr. 14 a nékteré obrazky plasmidi — jsou hezky provedené, ale popisy jsou Spatné Citelné,
mély by byt napsany vétSim pismem.

Co znamena Cerveny kosoctverec v grafech obr. ¢. 4 (neni uvedeno v popisu)?
V praci uvadite jako zdroj piggyBac plasmidt pracovisté Dr. Otahala. Znate jejich

skute¢ny ptivod (firma nebo laboratot)?
V ¢em Si myslite, Ze spociva vysoka umrtnost buné€k pii pouziti piggyBac systému?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

[ ]vyborné [ ] velmi dobie [ ]dobfe [ | nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




